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(57) Abstract 

A copo.vtner of general formula (I). wherein unit A is a monomer of an d^cally ^ r ^° MeTo£ for 

oligonucleotide or an analogue thereof. *. y. x are integers of I or higher or y u 0. and / a covalent bond or J*V£?™t 
pS said polymer and its use. in particular for nucleic acid synthesis, sequencing and bybnduanon. are also dtsclosed. 

(57) Abrege 

caracterise en ce qu'il repond a la formule generate (I) dans laqueUe l' unite A rcpresente un 
sequencagc, ct 1* hybridation des acides nucldiqucs. 
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^ ^msrnUCTEUR ELECTRO- 

COPOLYMER «C«^«'5iffiS?n SON UTILISATION. 

Sque, son pp-ocede de prepakati ive i la £ixa- 

cion d'acides nucleiques 

electronique CPCEi . - techniques couramment 

- ^ 9iand rile la ou 
utilisees en biologie. * des oli gonucleotides 

hybridation d'acides nucle qu . ^ a un 

sent fixes de fagon covalen P utiliseS dans 

support solide. Differents supper- o ^ ^ 

ce but : le papier, le nylon, le 

polystyrene, le polyacrylam.de e ^ ^ ipes 

x 1'heure actuel ^ ^ nombre 
merchant a obtenir des supports ~ ^ 
d . oligonucleotides de afin de re aliser simulta- 

selon un arrangement P reet (hybridatio n sur support par 
nement differentes reactions (hybrx 

exemple). . - ^ par exemple, cette approche a 

C'est ainsi que. par eT , ra _ e deS acides 

„ ^mt-^r le sequencage «<==» 
ete proposee pour facxliter 

nucleiques. -prides differents disposes en 

Des oligonucleotides a (matrices 

.... des microsurtaces 
rangees et colonnes sur M proposes pour 

d - oligonucleotides sur support) ^ ^ ^ ^ _ ^ 

i sequencer les acides -^^1988) ; KHHAPKO et al.. 
A cad. Sd.. 303, 1508- 1511. < q ^ ^ DNA 

FEBS ,ett. 256. - 8 - 3 i ; 5 2 ; 388 119 gl) ; BAINS I SHITH 

Sequence, vol 1. 375 3 88 ^ & KIEFFER- 

j.Theor.Biol- 135, 303-3 , SOUTHERN , Demande 

0 HIGGINS , Science 240 185-188 (19 ^ ^ sur 



p CT WO89/10977 (1989) 1 - * cibles sur un en- 

hybridation de <*£~* ^ heorigue ment . la 

semble. d' oligonucleotides. nuc leique cible 

^absence d'une seqaen- ^.^^ observee sur 1.. 
peut etre determine par * ^ de scr ingence 



35 peut etre des condit ions 

micro-surfaces dans 

determinees . 
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En ce qui concerne la synthese in situ de 
polynucleotides ou de polypeptides. FODOR 

SC L«. 251. 767-773 U991H. en combinant les methodes 
L 1, synthese chimin en phase solide. les groupe»ents 
5 photolabiles et la photolithographie. one reuss, a syn- 
puuL ^^^-p de points carres 

thetiser 1024 peptides sur une matnce de P 

de 100 urn de cote), ces peptides ont ete obtenus par 
^theses sirmiltanees et parallel . en utiHsant des 
^ es de photolithographie et des groupments 
10 " "cteurs photolabiles des synthons P-^-^ * 
dinucleotide dCpT a ete prepare in situ, en 
thymidine protegee en 5- Par un grou 
phocolabile , 5 • -nitroveratryl thymine). La 
*tait dirigee par un mas^e de photolithography et un 
15 -depot, en dander de 100 urn de cote a ete obtenu. 

MASKOS Sc SOUTHERN (Nucleic Acids Res. 1992. 
20 1675-1S78, ont realise, sous microscope, la synthese 
in' situ de quatre oligonucleotides different* sur une 

lame de verre. les techniques utilisees pour 

20 Jusqu'a present, les cecmix 4 

1. depot adresse d« oligonucleotides font appel 

16 P . , • _. est P as utilisable a 1 • echelon mdus- 

depot manuel (qui n est pas u. m - 
trlel, soit aux techniques de photolithography, qui 
necessitent ^utilisation de -masques- et en outre, sont 
2 S difficilement applicables avec les acides nucleus. qu! 

sont photolabiles. 

La presente Invention s'est fixe pour but 

^obtention de nouveaux supports et de nouveaux ^ocede S 
de fixation d' oligonucleotides , qui ne presented pas les 
30 fnconvenients des procedes Proposes dans !• art ante, ieu. 

Dans ce but, les Inventeurs ont eu 1 iaee 

«™ suooort de fixation des polymeres 
d'utiliser comme support 

conducteurs electroniques . 

Les mventeurs sont maintenant parvenus a 

3 5 fixer par liaison covalente. et de facon stable des 
irilotides et des oligonucleotides sur un poly.ere 
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conducteur electronique, et a obtenir de la sorte de 
nouve aux "opolymeres . 

La presente invention a pour objet un copoly- 
mer, caracterise en ce qu'il repond a la formule gene- 

5 rale (I) suivante : _ 

-[A] X -[A]y- 

'i (I) 

10 z 

dans laquelle 1' unite A represente un monomere d'un poly- 
mere conducteur electronique, 1' unite B represente un nu- 
cleotide, un oligonucleotide ou un de leurs analogues, x, 
y et z representent des nombres entiers egaux ou supe- 

15 rieurs a 1, ou y peut etre egal a 0, et t represente une 
liaison covalente, ou un bras espaceur. 

A titre d'exemple non limitatif de polymeres 
conducteurs electroniques dont A represente un monomere 
on citera le poly acetylene, la polyazine, le poly(p- 

20 phenylene), le poly (p-phenylene vinylene) , le polypyrene , 
le polypyrrole, le polythiophene, le polyfuranne, le 
polyselenophene . la polypyridazine . le polycarbazole , la 

polyaniline, etc. . . 

Avantageusement , A est une unite pyrrole. 

25 Dans le cadre de 1 ' expose de la presente 

Invention, on entend par analogue de nucleotide, tout 
nucleotide modifie, tels que ceux decrits par exemple par 
UHLMANN, [Chemical Review, 90:4, 543-584 (1990)]. 

Lorsque 1' unite B est un nucleotide, il peut 

30 s'agir non seulement d'un de ceux qui entrent habituelle- 
ment dans la composition des oligonucleotides naturels, 
mais egalement leurs analogues ou derives utilises en 
laboratoire . 

II peut s'agir par exemple : 

* d' analogues de nucleotides entrant dans la 
composition d' oligonucleotides synthetiques ; 
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* de derives de nucleotides portant des fonc- 

«„i sont couramment utilises pour la 
tions protegees qux sont ^ 

des acides nucleiques ; B z peuu 
synthese des ^, sire de synthese d'un 

constituer un intemediaire 

oligonucleotide. ^ , non naturel 

pourra aussi ^ ^ 

pouvant s^orider avec les aci.es nuclei^, tels 

Les unices E entrant dans la consul 
peuvent etre identic ou ^ 



15 



B_ peuvent etre j.u«=hv--^ - n -,-_. s ce 

constituer un homopolymere ou un neteropolvmere dans « 
dernier cas. les unites B peuvent s • enchainer selon 
sequence guelcongue, predetermine ou non. _ 

Selon un mode de realisation prefer, de 
presente invention 1. rapport *7y est compns entre 

selon encore un autre mode de realisation pre- 



et 1/100.000 



20 



25 



i renresente un eras 
fere de la presente invention. I represen 

- ii'une des formules suxvantes . 

espaceur repondant a l une ,„„ . 

-Ri- [ (CH 2 ) n -R 2 1 x- ^2 > m" R 3 1 y" (CH 2 } P 
dans laquelle : 

-n est un nombre entier de 1 a 10 ; 

- m est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 a 10 . 

-p est egal a 0 ou est un nombre ent.er de 1 10 - 

-x est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 . 

- y est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 a ' 

I 1( R2 et R 3 <** peuvent etre identic^ ou different 

;;rrr- : co; C h-ch , «.«>. ««■.■ 



30 



O 
II 

- o - p - o - 

I 

OR' 
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ou R ' represent* un atome d'hydrogene ou une chaine al- 

kyle en C]_ a C12- 
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La presente invention a pour objet 
1' utilisation d'un polymere conducteur electronique comme 
support pour la fixation par liaison covalente, d'au 

moins un nucleotide. 
5 La presente Invention a egalement pour objet 

un procede de preparation d'un copolymere de formule 

generale (I) - 

Selon une premiere variante, ce procede est 
caracterise en ce qu'il comprend au moins les etapes sui- 
10 vantes 

- une premiere etape, au cours de laquelle on 
procede a la preparation d'un copolymere de formule gene- 



25 



30 



rale (II) 



- [A*] X -[A] V " (ID 



15 " J x" L^J y 

dans laquelle A, x et y sont tels que definis 
precedemment, et A* represente A fonctionnalise. 

- une deuxieme etape au cours de laquelle on 
20 procede a la fixation, sur le polymere de formule (II) 
d'au moins un groupe de formule generale (III) : 

I*- [B] z (in) 

dans laquelle B et z sont tels que definis 
precedemment et I* est un bras active capable de se lier a 



A* 



On entend par "fonctionnalise" et "active" au 
sens de la presente Invention, le resultat de toute modi- 
fication chimique ayant pour but de pourvoir A et I de 
fonctions chimiques capables de reagir entre elles pour 



former une liaison covalente/ 



Selon une autre variante, le procede de prepa- 
ration d'un copolymere de formule generale (I) est 
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caracterise en 
v antes : 



ce qu'il comprend au moins les etapes sui 



- une etape a) au cours de laquelle on precede 
a la preparation du compose de formule generale (IV) : 

[A]' 

(IV) 



15 



20 



25 



[Biz 

dans lequel A. B. z. ec I sont tels que defi- 

nis ci-dessus, 

- une etape b) au cours de laquelle on precede 

a la copolymerisation du compose (IV) avec le monomere A. 

Avantageusement, au moins une etape de l'une 
ou 1' autre des variantes du precede conforme a 
1- invention fait intervenir au moins une reaction elec- 
trochimique. Cette copolymerisation electrochimique est 
avantageusement effectuee en surface d'une electrode ; en 
fin de reaction on obtient de la sorte une electrode dont 
la surface est constitute par un copolymere conforme a 
1 ' invention . 

Par exemple, pour la mise en oeuvre de la pre- 
miere variante du prqeede conforme a 1' invention. 1' etape 
de preparation du copolymere de formule generale (II) 
et/ou 1- etape de fixation du groupe de formule generale 
(III) peuvent etre effectuees par reaction electrochi- 
mique ; dans la seconde variante, 1 ' etape b) est avanta- 
geusement effectuee par copolymerisation electrochimique 

du compose (IV) avec les monomeres A. 

La copolymerisation electrochimique est par 
exemple effectuee par voltamperometrie cyclique, en sou- 
mettant ie melange [ (IV) : A] a des variations de poten- 
tiel electrique suffisantes pour provoquer la polymerisa- 
tion par une oxydation et une reduction successives ; le 



30 
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j ^ ivr i e cycle oxydation- 
£ etant conducteur, J- e 

polymere forme etant t. 

- &™ renete plusieurs fois. 
reduction peut etre repe p satio n electrochimique 

Les methodes de polymerisation 

la preparation des rut. 
generalement utilistea ; pou t (chro nopotentio- 

5 telles que la polymerisation imposes sont 

♦ onrpntiel (chronoamperomecrie; 

raetrie) ou a potential - para tion des copolymers 

egalement applicables a la prepara 

conformes a 1' Invention. cont r61ee par le 

Ta mialite du depot peut etre 

La quaxite . le rapport 

.o =-i* des du bain ' 

C "t" "r^e eXectrocfci*i^ utiXisee 
la nature du solvant, i» chr0 noamperometrie . 

Wlt ^™ , L e copoXymere obtenu peut de la 
chronopotenti-ometne). l. de poros ite et 

15 sorte presenter des 1" !• usage uXterieur 

d . a c=essibiXite differentes seion ■ 

tounaite. et Xa quantite 

moduiee. de Xa mise en 

A vantageuse*ent . dans ^ r4accions 

20 oeuvre du precede confo™ ^ . d . une 41ec . 

exectrochimi^ues sont *«™ de ooncrSler . par me- 
trode . L .exectrcde ^^«^"' eous . de xa reaction. 
sure du couran deX. Btion (pa r exe^Xe 

! ■ evoXutxon de 1. «a ^ ^ reacClons 

25 vepaisseur du poXymer 

ul terieures e«ectuees sur Xe c P flu 

Selon un mode ae fle 

• „ j 3T ,e i ■ une ou l aucxe 
c = l • invention aans J- ^ A 

precede conforme aim elongation de 

• „™ il comprend en outre x * 

ses variantes, " - taDes successives, 

•j Tj en plusieurs etapes 

30 ^^--- le0 c C e f 4t ^ es 4ca nt constitute par Xa Nation 

chacune de ces euay 

. <■ « •Ell 



B 2 



35 



d-un ou plusieurs unites B. _ oligonU cleotide 

L ■ elongation de assemt >lage de 

- i= surface du support par 
s-effectue a la »« fa d . au moins un nucleotide ou 

monomeres proteges, a partir 
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* • ' ,-„ r face du polymere conducteur 

oligonucleotide fixe en surface y jr 

electronique . 

Les methodes classiques de synthese par voie 

chimique des acides nucleiques sont utilisables dans la 
5 raise en oeuvre de ce mode de realisation. 

Les supports conformes a 1' Invention 
permettent en outre de realiser 1 ■ elongation de 
I- oligonucleotide par voie electrochimique . en utilisant 
des variations de potentiel de 1' electrode pour effectuer 
.0 les reactions de protection, de deprotection et de 
condensation de la chaine polymerique en croissance. 

La presente invention a egalement pour ob^et 
une electrode, caracterisee en ce que sa surface est 
constitute par un revetement comprenant un copolymer de 
15 formule (I) conforme a 1' Invention. 

Une telle electrode peut etre obtenue, par 
exemple, en deposant une couche d'un copolymere de for- 
mule (I) a la surface d'une electrode de platme. d or, 
de chrome ou de titane recouvert d'or, ou de carbone 

20 vitreux, etc ... . 

Avantageusement. on peut associer plus.eurs 

electrodes portant eventuellement des copolyraeres de 

nature different. On obtient ainsi un d^pcs.txf 

utilisable pour « de """r** 

a± reactions d ■ hybridation d acides 
25 synthese, et/ou de reactions « x 

nucleiques. . 

un mode de realisation particulrerement 

avantageu* d'un dispositif conforme a 1-Invention 
consiste a associer plusieurs electrodes dont deux au 

u different II peut s ' agir par 
3 0 moins portent un groupe B z different. P 

^ ■ £1 tetrodes dont chacune porte un 
exemple d'un ensemble d electroa.es a 

nucleotide .ou analogue, .-.different. ou 

d' electrodes dont chacune porte un oligonucleotide de 

secruence differente. 
35 D ans la mesure ou il est possible de Umiter 

les reactions electrochimiques aboutissant a la fixation 
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de !• oligonucleotide a une tres petite surface, un dispo- 
sitif conforme a !■ invention peut etre constitue par une 
pluralite de microsurf aces de PCE. portees par des micro- 
electrodes distributes sur un support (microchip PCE) . De 
5 la sorte. des oligonucleotides" B 2 • qui peuvent, si on le 
souhaite, etre tous differents. peuvent etre fixes de fa- 
con adressee et ordonnee sur ces microelectrodes . 

Le "microchip PCE" est en particular 
utilisable pour le sequengage des acides nucleiques et le 

10 diagnostic. re 

A titre d' exemple non limitatif illustrant ce 

qui precede. un copolymer Ipolypyrrole portant des 
oligonucleotides/polypyrrole] conforme a la presente 

invention, peut etre obtenu : ^ 
15 i) par reaction chimique d'un nucleoside, d un 

nucleotide, d'un oligonucleotide. ou d'un de leurs 
analogues sur un polypyrrole f onctionnalise . Par exemple. 
il est possible d'effectuer la condensation de 
l-aminoethylpyrrole avec un oligonucleotide portant a une 
20 extremite un phosphate libre ou un carboxyle active 

2) Par copolymer isation chimique ou electro 
chimique du pyrrole avec le produit de condensation d«un 
nucleoside. d'un nucleotide. d'un oligonucleotide ou 
d'un de leurs analogues avec le pyrrole. Par exemple on 
25 peut proceder a la copolymer isation electrochimique du 
pyrrole avec un oligonucleotide ayant un bras espaceur 
portant un pyrrole a son extremite. L'epaisseur de la 
couche du copolymer obtenue sur une surface de platine a 
la ^elle .11. adhere f ortement est de 0.1 ^ a quelques 
30 urn. et .11. peut etre realisee sur une surface de 100 urn 
Zc exemple. Aucune reaction parasite de degradation de 
!• oligonucleotide n- a pu etre mise en evidence. . 

3) par preparation d'un polymere conducteur 
electronique portant des fonctions chimiques protegees^ 
3 5 ces fonctions sent deprotegees localement et 
selectivement pour permettre leur couplage avec un 
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nucleoside, un nucleotide ou un oligonucleotide. Par 
exemple, il est possible de realiser la preparation de 
monomethoxytrityl aminoethyl pyrrole/polypyrrole , et de 
le deproteger localement soit en milieu acide, soit en 
5 appliquant un potentiel. La fonction amine liberee peut 
ensuite reagir avec un nucleoside, un nucleotide ou un 
oligonucleotide portant par exemple un phosphate ou un 

carboxyle actives. 

4) par synthese simultanee dirigee spatiale- 

10 ment de differents oligonucleotides. 

La synthese d'un oligonucleotide s'effectue en 
un point du support par assemblage de nucleotides 
proteges, a partir d'un nucleoside accessible en surface 
du copolymere. Les nucleotides proteges peuvent etre des 

15 nucleosides phosphoramidites , des nucleosides phospho- 
nates, des nucleosides phosphotriesters . Localement, la 
synthese est effectuee a la maniere dont est realisee la 
synthese d'un oligonucleotide sur support de silice dans 
un synthetiseur . Mais la difference est que la synthese 

20 de tout 1 • ensemble des oligonucleotides est realisee 
simultanement, en realisant electrochimiquement des 
operations de deprotection ou de condensation selectives 
sur une tres petite surface, ce qui permet de masquer les 
oligonucleotides qui ne doivent pas reagir. Ceci permet 

25 de realiser en parallele la synthese de differents oligo- 
nucleotides . 

Bien entendu, les procedes brievement exposes 
ci dessus pour illustrer la synthese de copolymeres 
[pyrrole / oligonucleotides -pyrrole ] sont egalement 

30 appliquables a des analogues polynucleotidiques , par 
exemple des analogues de la chaine sucre-phosphate tels 
que mono- ou dithiophosphates , methylphosphonates , phos- 
photriesters et des analogues non-ioniques non 
phosphoryles tels t que formacetals, carbamates, 

3 5 sulf oxydes . 
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Les copolymeres conformes a 1 ' invention pre- 
sentent une bonne stabilite aux contraintes mecaniques , a 
1 'humididite, a la dessication, a la chaleur, aux bases, 
et sont done compatibles avec un grand nombre de 
5 reactions, ce qui autorise une large variete 

d 1 utilisations * 

Les inventeurs ont procede a 1 * hybridation se- 
lective d 1 oligonucleotides a des oligonucleotides com- 
plementaires fixes sur support de polypyrrole, et ont 
10 constate que 1 1 utilisation de ce support confere les 

avantages suivants : 

- Le copolymere conforme a 1 ' invention est po- 
reux, ce qui confere aux oligonucleotides fixes sur le 
support une bonne accessibility pour 1 * hybridation avec 

15 des acides nucleiques de sequence complementaire. Cette 
accessibility est mise en evidence par 1 1 observation 
d'une hybridation proportionnelle a l'epaisseur de la 
couche de copolymere. Un oligonucleotide complementaire 
se trouvant dans le milieu d' hybridation s ' hybride trois 

20 fois plus sur une couche de copolymere pyr- 
role/oligonucleotide-pyrrole trois fois plus epaisse (et 
done renfermant trois fois plus d' oligonucleotide lie au 
support). La cinetique d ' hybridation est voisine de celle 
qu'on observe avec les supports d' hybridation convention- 

25 nels. II faut noter que dans les memes conditions, un 
oligonucleotide de sequence non complementaire ne se fixe 

pas sur le support . 

- Les Inventeurs ont egalement verifie que 
1 1 hybridation est reversible et que tout oligonucleotide 

3 0 hybride peut etre relargue par chauffage, ou par traite- 
ment avec de la soude diluee, sans dommage pour le poly- 
pyrrole et 1 1 oligonucleotide fixe. 

- Comme il a ete indique precedemment , une co- 
polymerisation adressee est realisable sur des surfaces 

3 5 d' electrodes extrement petites. Ceci permet de realiser 
une matrice de points miniaturisee parfaitement ordonnee 
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sur un support, chacun de ces points portant un oligonu- 
cleotide de nature parf aitement definie. Les chaines 
nucleiques cibles portant une sequence complementaire a 
la chaine fixee sur le support s'hybrident selectivement . 
II en resulte une densite locale d'acides nucleiques 
cibles extrement elevee, ce qui rend leur detection plus 
aisee. voire meme dans certains cas supprime la necessite 
d'une amplification prealable a la detection. La 
detection de 1 • hybridation peut en particulier etre faite 
par le biais de 1' electrode qui a servi a preparer le 
copolymere, et qui peut servir ensuite pour la mesure des 
phenomenes d ' association ou de dissociation qui se 
produiront a sa surface. L ' hybridation d'un acide 
nucleique complementaire peut par exemple etre suivie in 
15 situ par mesure electrique sur 1' electrode qui supporte 
le polymere conducteur electronique , soit par mesure 
directe. soit en marquant 1 ' oligonucleotide cible par une 
molecule electroactive telle qu'une phenothiazine ou une 

quinone par exemple . 
20 II va de soi que les methodes traditionnelles 

de detection des sequences cibles d'acides nucleiques 

sont egalement applicables. 

Les inventeurs ont en outre reussi a syntheti- 

ser des oligonucle^ides directement sur le copolymere 
25 conforme a 1 ' Invention par deprotection electrochimique 

in situ . 

De maniere generale, 1 ' assemblage d'un nucleo- 
tide sur une chaine polynucleotidique en croissance sur 
un support fait appel a une serie de reactions qui met- 

3 0 tent en jeu des groupements protecteurs pour diriger la 
reaction sur une fonction donnee et l'empecher sur une 
autre. Les Inventeurs ont.piis cette propriete a profit 
pour orienter la reaction d' assemblage sur les surfaces 
correspondant aux oligonucleotides choisis ou 1 • on veut 

3 5 inserer un nucleotide. 
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Conformement a 1 ' Invention, le groupement pro- 
tecteur de la chaine en croissance de 1 ' oligonucleotide 
peut etre elimine localement par une reaction electrochi- 
mique, ce qui permet d* a j outer un nucleotide a 

5 1 ' emplacement choisi . 

Des avantages complementaires decoulent de 

cette possibility d'effectuer, sur le support conforme a 
1' invention, une synthese oligonucleotidique in situ. En 
effet, dans ce cas, il est possible de synthetiser in 

10 situ et en parallele 1' ensemble des oligonucleotides qui ■ 
vont etre disposes sur la matrice de points, au lieu de 
synthetiser independamment des oligonucleotides portant 
un bras pyrrole, puis d'effectuer des copolymerisations 
successives. Ceci permet d'envisager la realisation in- 

15 dustrielle de matrices de plusieurs milliers de microsur- 
faces. 

La presente invention sera rnieux comprise a 
I'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a des exemples de preparation et d' utilisation de 
20 copolymeres conformes a l 1 invention. 

PREPARATION D ' UN SUPPORT POLYPYRROLE PAR CO POLYMERISATION 
DE PYRROLE ET D 1 UN OLIGONUCLEOTIDE PORTANT UN GROUPE PYR- 
ROLE : PROPRIETES HE CE SUPPORT 

EXEMFLE N * 1 : SYNTHESE DES OLIGONUCLEOTIDES MODIFIES 
25 I. - PREPARATION D'UN AMIDITE DE NUCLEOSIDE 

PVPPOT.T! : 

lere METHODE 

Le schema reactionnel global de cette synthese 

est illustre a la figure 1. 

30 - Preparation du compose n ' 1 (ficrure 1) 

Ce compose peut etre obtenu par reaction d'une 
diamine sur la dimethoxytrityl thiothymidine ou sur la 
dimethoxytrityl thiodesoxyuridine suivant les methodes 
decrites par ROGET et al . , [Nucleic Acids Res. 17, 7643- 

35 7651 (1989) ] . 
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- Preparation du rnmnose n'2 (figure 1) 

Le compose n*l (2 g ; 3,1 mmoles) est seche 
par coevaporation dans 1 ' acetonitrile anhydre et 
redissous dans 20 ml de dichloromethane. On ajoute 2 eq 
5 de dissuccinimidyl sebacoate (2,45 g ; 6,2 mmoles). La 
reaction est laissee 3 heures a temperature ambiante. Le 
produit obtenu est separe sur colonne de silice (gradient 
de 0 a 10% de methanol dans le chloroforme) ou precipite 
dans l'hexane (R = 60%). II peut aussi etre utilise tel 
10 quel pour la synthese du compose n" 3. 

- Preparation du compos e n* 3 (figure 1) 

Ce produit est prepare par ajout de 
l'aminoethylpyrrole (1,36 g ; 12,4 mmoles) au melange re- 
actionnel precedent ou de 220 mg d' aminoethyl pyrrole (2 
15 mmoles) au compose n* 2 obtenu apres purification. Le pH 
est amene a 8-8,5 par ajout d'une amine tertiaire 
(triethylamine) . La reaction est laissee 2 heures et on 
ajoute 250 ml de chloroforme. La solution organique 
obtenue est lavee par 2 fois 100 ml de NaHC03 O, 5 M, et 
20 100 ml d'eau distillee, puis sechee sur sulfate de 
sodium. Le produit est separe sur colonne de silice avec 
du methanol dans le chloroforme (0 a 10%). Apres 
evaporation du solvant, le compose n* 3 est repris par 10 
ml d'ethanol et precipite dans 400 ml d' ether ethylique 
25 (R = 60%) . 

- Preparation du compos e n ' 4 (figure 1) 

Le compose n'3 (100 mg ; 0,11 mmoles) et du 
tetrazolate de diisopropylaromonium (9 mg ; 0,5 eq) soht 
seches par coevaporation dans un melange de 
3 0 dichloromethane (2 ml) et d ' acetonitrile (3 ml) anhydres . 
Le residu est repris par 2,5 ml de dichloromethane 
stabilise a 1 ' amylene . De na bis-diisopropylaminocyano- 
ethoxyphosphine (39 \l! ; 1,2 eq) est ajoutee a travers un 
septum. Au bout de 2 heures de reaction, on ajoute 20 ml 
3 5 de dichloromethane anhydre. La solution obtenue est lavee 
2 fois par 25 ml de NaHC03 sature puis 25 ml d'eau 
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distillee. La phase organique est sechee sur sulfate de 
sodium et evaporee a sec. Le phosphoramidite obtenu est 
repris par 2 ml de dichloromethane . precipite dans 100 ml 
d'hexane et seche une nuit au dessicateur. Le compose n'4 
5 est obtenu avec un rendement de 85%. II est conserve • sous 
argon a -20 *C a 1 • abri de l'humidite. 

2* METHODB : 

Les etapes de ce procede sont illustrees a la 

figure 2 . 
10 MODE OPERATOIRE : 

Preparation du compose n* 18 (figure 2) 
Ce compose peut etre prepare par reaction 
d'une diamine sur la dimethoxytrityl thio thymidine ou sur 
la dimethoxytrityl thiodesoxyuridine suivant les methodes 
15 decrites par ROGET et al. [Nucleic Acids Res. ; 17. 7643- 

7651 (1989) ] . 

Preparation du compose n* 19 (figure 2) 
Le compose n* 18 (4 g ; 6.60 mmoles) est seche 
par coevaporation dans la pyridine anhydre et redissous 
20 dans 4 ml de pyridine anhydre et 40 ml de THF 

(tetrahydrofurane) anhydre. 

On ajoute 1.2 eq d' anhydride succinique 
(800 mg ; 8 mmoles), et on laisse reagir pendant 1 h. On 
evapore les solvants puis, afin d'^liminer la pyridine. 
25 on coevapore au toluene. On ajoute 1.5 eq d'aminoethyl 
pyrrole (1.1 ml ; 9,9 mmoles). On coevapore au THF. On 
ajoute 30 ml de THF et 2 eq de DCC 
(dicyclohexylcarbodiimide) (2.70 g ; 13.2 mmole) 
prealablement dissoute dans 3 0ml de THF. On laisse la 
3 0 reaction la nuit. Le precipite est elimine par filtration 
et lave par du dichloromethane jusqu'a ce qu'il soxt 
blanc. Le filtrat est evapore a sec et repris par 250 ml 
de dichloromethane. La solution organique obtenue est 
lavee par 2 x 250 ml de NaHC0 3 sature puis 250 ml d'eau 
3 5 distillee. La phase organique est sechee sur sulfate de 
sodium et evaporee a sec. Le produit (compose n* 19) est 
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pur i fie par chromatographic sur colonne de silice. II est 
elue par CH 2 CL 2 /MeOH/TEA : 97,5/2,5/1. R = 67 %. 

Preparation du compose n* 20 (figure 2) 
Le compose rT 19 (600 mg ; 0.75 mmoles) , et du 
tetrazolate de diisopropylammonium (63 mg ; 0.37 mmoles) 
sont seches par coevaporation dans du 

dichloromethane/acetonitrile : 2,5 ml/2,5 ml. puis repris 
par 5 ml de dichloromethane. La bis-diisopropylamino- 
cyanoethoxyphosphine (280 ul ; 0.9 mmoles) est ajoutee a 
travers un septum. Au bout de 2 heures de reaction on 
ajoute 20 ml de dichloromethane. La solution organique 
obtenue est lavee par 2 x 25 ml de NaHC0 3 sature puis 25 
ml de NaCl sature. La phase organique est sechee sur 
Na 2 S0 4 et evaporee a sec. Le residu de 1 ■ evaporation est 
15 repris par 5 ml de dichloromethane. Le produit (compose 
n* 20) est obtenu par precipitation dans l'hexane, avec 
un rendement de 7 8 %. Apres sechage une nuit dans un 
dessicateur sous vide, il est conserve sous argon a -20 'C 
a 1 ' abri de 1 ' humidite . 

20 II- - PREPARATION D'PN NTJCIiEO S T TIP. PYRROLE 

- Preparation d u compose n' — 5_ 

Le compose n'4 (68 mg ; 0,06 mmoles) est 
redissous dans 300 M-l d' acetonitrile anhydre (solution 
0,2 M) Ce produit es-t utilise pour preparer un oligonu- 
25 cleotide. (Oligo-l-pyr ) de sequence Pyr-TGT ACC TGA ATC 
GTC CGC CAT, dans laquelle Pyr represente le derive de 
nucleotide correspondant au compose n'4. La preparation 
de cet oligonucleotide est realisee sur un synthetiseur' 
automatique d'ADN (Applied Biosystems 381A) suivant les 
30 procedures decrites par le f abricant . Le compose n" 4 de 
1' invention est soumis au meme cycle de synthese que les 
phosphoramidites normaux (A f G T) . Seuls la concentra- 
tion (0.2 M au lieu de 0,1 M) et le temps de reaction 
(30 secondes au lieu de 15 secondes) sont augmentes pour 
3 5 le compose n" 4. 
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Apres synthese, 1 • oligonucleotide-pyrrole est 
detrityle sur le support, par action de TCA (acide tri- 
chloracetic^) a 3%. 11 est coupe du support par 4 x 500 
ul de NH 4 OH a 28%. Le chauffage de cette solution pendant 
16 heures a 60*C permet d'eliminer les groupements -pro- 
tectees. Le compose n'5 (represente figure 3) est obtenu 
par chromatographie en phase inverse en utilisant un 
gradient de 10 a 50% d« acetonitrile dans 1" acetate de 
triethylammonium (25 mM, pH 7) . 

Le compose n* 20 peut etre utilise de la meme 

facon que le compose n" 4. 

EXEMPLE 2 : PREPARATION DU SUPPORT PCE-POLYNUCLEOTIDE PAR 

COPOLYMERISATION ELECTRONIQUE (compose n* 6, figure 3) 

A - Principe de la technique 
15 Les noyaux pyrroles oxydes sont capables de se 

polymeriser pour former un polymere insoluble, le poly- 
pyrrole. Une cellule d' electropolymerisation est 
schematisee a la figure 4a : cette cellule comprend une 
electrode de travail (1). une contre-electrode (2), et 
20 une electrode de reference (3) . 

Si l'oxydation est realisee par voie electro- 
chimique. la synthese du polypyrrole n'aura lieu que sur 
1- electrode de travail. Ceci permet done une synthese 
tres localisee d'un polymere. Un oligonucleotide portant 
25 au bout d'un bras un noyau pyrrole peut done etre insere 
dans le polymere simplement par copolymerisation des pyr- 
roles. On obtient ainsi le polymere desire (compose 6, 
figure 3 ) . 

Le polymere forme (polypyrrole) etant conduc- 
30 teur. ces reactions peuvent etre poursuivies et plusieurs 
cycles de synthese peuvent etre realises (il y a seule- 
ment une variation de resistance de 1 ' electrode a chaque 
cycle) . 

3 - Methode 

3 5 La polymerisation est conduite sur une elec- 

trode de platine de 60 mm 2 dans une solution contenant 
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10- 2 M de pyrrole, 5.10- 7 M de pyrrole substitue. oligo- 
nucleotide porteur d'un groupe pyrrole en 5' 
(Oligo-l-pyr) et 0,1 M de LiCl0 4 (dopant). 

L ' oligonucleotide portant le pyrrole en 5' 
(compose n* 5, Oligo-l-pyr) a ete synthetise selon la 
methode decrite ci-dessus a 1 • exemple 1. et purifie par 
HPLC sur phase inverse. Un oligonucleotide de meme 
sequence (01igo-l) ne portant pas de pyrrole a servi de 
controle negatif. 

Ces deux produits ont ete marques en 5' par du 
32 P a fi n de suivre plus facilement les reactions de copo- 

lymer isat ion . 

Les reactions d'oxydation du monomere et de 

reduction du polymere sont assurees par une variation cy- 

clique du potentiel entre -0,4 et +0,9 V/ECS. La figure 

4b represente les courbes de vol tamperome trie cyclique 

(intensite en fonction du potentiel) au cours de 12 

cycles de polymerisation. 

L' integration du courant par rapport au temps 
(quantite d' electrons consommee) permet une evaluation de 
la masse de polymere forme sur la surface de 1' electrode 
et done de l'epaisseur du film (de 1 • ordre de 0 , 2 urn pour 
5.10 _2 C) . 

C - Resultats 

ahnite H-tin oHgnnuc] potide d^ns les 

mnditiong H • sle rfrnno lwier i sa t ipn . 

Le controle par HPLC de 1 • oligonucleotide en 
solution soumis a 1 • electropolymerisation ne montre au- 
cune degradation de celui-ci. 

* Mifr-rar.ion prnpre d'un olia o "nr1 Pnt.idP soumis 

k un po tpntiel. 

Un acide nucleique est une molecule polyanio- 

nique capable de migrer dans un champ electrique mais, de 
par la presence des ions perchlorate dans le milieu, au- 
3 5 cune migration n'est observee. D" autre part, aucune ad- 
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sorption des oligonucleotides sur un polypyrrole preforme 

n'est mesurable . 

* Specif jrite et- du taux d' in corporation des 

oligonucleotides lor <^ la ropolvmerisation. 

5 1 - La polymerisation du pyrrole est conduite 

en presence de 1 1 oligonucleotide 1 non modifie oligo-1 
(TGT ACC TGA ATC GTC CGC CAT) . 

Oligo-1 : 10~ 9 M dans le milieu reactionnel 
Oligo-1 sur support : 4.10" 12 mol, soit 0,4% 

10 d 1 incorporation non specifique. 

2 - La polymerisation est conduite en presence 
de 1' oligonucleotide modifie Oligo-l-pyr (P TGT ACC TGA 
ATC GTC CGC CAT) 

Oligo-l-pyr : 10" 9 M dans le milieu 

15 reactionnel 

Oligo-l-pyr sur support : 7 # 2.10 -±z mol, soit 

0 , 72% d' incorporation. 

44% des oligonucleotides-pyrroles detectes sur 

le support sont ef f ectivement fixes par le groupe pyr- 
20 role. Cependant, en ajoutant 0 , 2 M de thymidine 5' phos- 
phate dans la solution d* electropolymerisation, la speci- 
ficite d'accrochage s'eleve alors a 80%, par diminution 
de la fixation de 1 1 oligonucleotide non modifie. 

* R^activite elert-Tochimioue de 1 'oliqonu- 

25 cleotide-pvrrole . 

La solution de depart contient 1 oligonucleo- 
tide-pyrrole pour 20 000 monomeres pyrrole. Par le calcul 
de la masse du polymere forme et par la quantite 
d' oligonucleotide fixe, on estime que le polymere com- 

3 0 prend 1 oligonucleotide-pyrrole pour 60 000 maillons pyr- 
role . 

L* oligonucleotide-pyrrole s ' incorpore done 
3 fois moins qu'un pyrrole libre, ce qui constitue un 
taux d* incorporation tout-a-fait satisf aisant . 
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* p pncite fivation. 

Dans les conditions experimenta3.es exposees 
ci-dessus, 5.3 pmoles/cm2 d' oligonucleotides sont fixees. 

La proportion d' oligonucleotide integre dans 
5 le polymere (1/60 000) peut etre facilement amelioree par 
augmentation du rapport [oligonucleotide-pyrrole/pyrrole 
monomere] dans le milieu reactionnel. Ceci peut etre rea- 
lise de trois differentes facons 

- Augmentation de la quantite d'oligo- 

10 nucleotide ; 

- Diminution de la concentration de pyrrole 

libre ; 

- Diminution du volume reactionnel. 

EXEMPLE 3 : PROPRIETES DES COPOLYMERES OLIGONUCLEOTIDES- 
POLYPYRROLE CONFORMES A L 1 INVENTION : UTILISATION COMME 
SUPPORT D ' HYBRIDATION D'ACIDES NUCLEIQUES. 

Un support polypyrrole portant 1' oligo- 
nucleotide Oligo-1 a ete synthetise selon la methode 
decrite a l'exemple 2. L • electropolymerisation a ete 
conduite jusqu'aux charges de S.IO"* c pour obtemr un 
support de 0,2 urn d'epaisseur, et de 15.10-2 c pour obt e- 
nir un support de 0,6 ^m d'epaisseur. Les reactions 
d' hybridation sont effectuees dans un tampon phosphate 20 
mM P H 7,4. NaCl 300 mM, SDS 0,5%. Les lavages sont 
realises dans le meme tampon mais dilue 4 fois. Toutes 
ces reactions sont effectuees a temperature ambiante. 

L' accessibility des oligonucleotides greffes- a 
ete verifiee par leur capacite d ■ hybridation avec d'un 
oligonucleotide complementaire marque au 32 P se trouvant 
dans le milieu liquide environnant . 

a) Hybridation 

La cinetique d' hybridation des supports de 
differentes epaisseurs est comparable, et la capacite 
35 totale d • hybridation est proportionnelle a 1'epaisseur du 
support, comme le montre la figure 5, qui represente en 
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abscisse le temps d • hybridation (en minutes). et en 

ordonnee la quantite d ■ oligonucleotide complementaire 
marque au 32 p - re 



fixe au support (en cpm) , pour deux 

epaisseurs differentes • («< 
5 • 63 * (#) = support de o , 2 um 

5 d epaxsseur .- (A) = support de 0,6 uzn d'epaisseur. . 

b) Denaturation 

„■ , 11 SSt P° s sible de suivre la denaturation des 

duplex de facon continue, ce qui montre la reversibilite 
du phenomene d • hybridation . Les figures 6a, et 6b) illus- 
trent respect ivement la quantite d • oligonucleotides res- 
tant sur 1 • electrode et la vitesse de denaturation en 
fonctxon de la temperature de lavage (pour une variation 
de temperature de l'c par minute, sur les supports 
d epaxsseur differente : (•) : 0 ,2um , (A, = 0 ,6 m 

oli« , ' D ' aUtre Part ' 11 a M V " rif " ^ le SU PP°" 
ol.gonucleot.de-polypy^ole n-est pas affecte 

cycles de denaturation/renaturation. 

Dans les conditions experimental mises en 

20 r^ e r ^ VitSSSe maXimalS ^ de -^"tion est atteinte 
« 60 C environ, ce qui correspond au point de fusion 
theonque de 1 • oligonucleotide (61, 5 'a. 

EXEMPLE N - 4 : SYNTHESE IN SITU D • OLIGONUCLEOTIDES SUR 
SUPPORT POLYPYRROLE 

I- - FIXATION DU ler NUCLEOTIDE 
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figure 7 



METHOD?! 

.Preparation cl Vi ^ ompng ^ „ • n 

Le schema reactionnel est illustre par la 

Le support (compose n'8, figure 7, est realise 
Par electropolymerisation d'une solution de pyrrole et 
d amxnoethylpyrrole (10-2 H/10 -3 M) en presence de L± 
0.1 M dans 1 • acetonitrile . L • electropolymerisation se 
fait par balayage de -0,3 v a +0.85 V par rapport a 
Ag/Ag. 10-2 M sur ^ 61ectrode de plat . ne ^ eo 
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Le comoose n'8 est lave par de 1 ■ acetonitrile 
anhydre (2 x 5 ml) puis par de la triethylamine dans 

1' acetonitrile (500 p.1 / 5 ml). 

5 10 mg de nucleoside active (compose n 2) sont 

seches par ^evaporation dans 1 ■ acetonitrile anhydre, 
repris par 500^1 d' acetonitrile anhydre et ajoutes au 
support dans un flacon hermetiquement bouche. L ' ensemble 
est place sous agitation mecanique douce pendant 

10 24 heures. Le support est retire et lave par de 
!■ acetonitrile puis du dichloromethane .usqu'a 

-i j., «~iri o Hans les solvants de 

disparition de la couleur du tntyle cans 

lavage. 

Les fonctions amine du support n'ayant pas 
15 reagi avec le nucleoside doivent etre bloquees. Ceci a 
ete effectue par "capping" par un melange d' anhydride 
acetique-N-methylimidazole dans la pyridine. La reaction 
est laissee 6 heures. Le support f onctionnalise (compose 
n- ID est ensuite lave intensivement par 3 x 10ml de 
20 pyridine. 3 x 10ml d' acetonitrile et 3 x 10ml de dichlo- 
romethane success ivement. 

•7^m*» METHODS 

Le schema reactionnel est illustre a la 

f igur e 8 . . 
25 - Pr^r^lor comoor- 14 (figure 8) 

Le polypyrrole amine (compose n' 8) est lave 
par de 1 ■ acetonitrile anhydre (2 x 5 ml) puis par de la 
triethylamine dans 1 ' acetonitrile (500 ,11/ 5 ml). -Le 
nucleoside active (compose n' 2) (20 mg) est seche par 
3 0 ^evaporation dans 1 ' acetonitrile anhydre, repns par 
1 ml d- acetonitrile anhydre et ajoute au support (compose 
n*8) dans un flacon hermetiquement bouche. L'ensemble est 
■ place sous agitation mecanique douce pendant 24 heures. 
Le support greffe (compose n 14) est lave par de 
35 !• acetonitrile puis du dichloromethane jusqu'a dispan- 
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tion de la couleur du trityle dans les solvants de lavage 
lors de leur acidification. 

- Preparation du compose n* 15 (figure 8) 

Les f onctions alcool secondaire apportees par 
5 le nucleoside ainsi que les f onctions amine du support 
n'ayant pas reagi doivent etre masquees . Pour cela, on 
realise un blocage par un melange d* anhydride acetique/N- 
methylimidazole dans la pyridine (1 ml) pendant 6 heures . 
Un lavage par de la pyridine (2 x 5 ml) , de 
10 1 ' acetronitrile (2 x 5 ml) et du dichlorome thane 
(2x5 ml) permet d'obtenir le compose n* 15. 

II. - ELONGATION DE L ' OLIGONUCLEOTIDE 

- Preparation du compose n " 12 (figure 7) 

- Le trimere d(CCT) a ete prepare sur elec- 
15 trode de platine recouverte de polypyrrole par deux 

methodes : 

. Synthese avec deprotection chimique, suivant 
le cycle habituel de la synthese phosphor amidite , 

. Synthese avec detritylation electrochimique. 
20 a) Synthase c hi mi que 

On effectue, autant de fois que necessaire, 
les etapes suivantes , chacune correspondant a la fixation 
d'un nucleotide ; ces etapes sont representees a la 
figure 9 : 

25 - Detritylation du support par 4 x 500 p.1 d ( acide 

trichloroacetique a 2% dans le dichlorome thane ; 

- Ringage par de 1 1 acetonitrile pour enlever le 
reactif (5x1 ml) ; 

- Lavage par de 1 1 acetonitrile anhydre pour synthese 
3 0 d ' ADN (3 x 1 ml) ; 

- Ajout de 250 [il de phosphor amidite 0,1 M et 250 [il 
de tetrazole 0,5 M ; 

- Couplage (2 mn) et elimination de la solution 
nucleosidique ; 

3 5 - Ringage par de 1 1 acetonitrile (5x1 ml) ; 
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- capping anhydride acetique/methylimidazole (500 Hi. 

Iran) ; 

- Rincage par de 1 ' acetonitrile (2 x 1 ml) ; 

- Oxydation par iode/ lutidine 1 mn (500 ul, 1 mn) ; 

« c v i ml d' acetonitrile ; 

5 - Rxnqage par d x x nix <a a*, 

- Detritylation. et debut d'un nouveau cycle. 

La meture'des trityles donne respectivement a 1- issue de 

„ n _ n „ _•■ , HT > o 095 DO/2 ml (dCT) et 
chaque cycle : 0,090 DO/2 ml (dT) , u.u^ 

10 0,087 DO/2 ml (dCCT) . m t 

b) Synthese avec deprotection electrochiaiique 

Les etapes de synthese sent les memes.que pour 

la synthese chimique ci-dessus. mais la detritylation est 

realisee par application d'un potentiel de 1.2 V pendant 
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15 5 mn. 

La detritylation n'est pas quantifiable, 
le cation trityle forme est capte par 1' anode, ce qui le 
soustrait a la mesure. Le cycle de couplage a cependant 
ete realise. 

» ennort et 1 ' elimination des 

La coupure du support <=<- * 

groupements protectees sont faites par 2 ml d'ammoniaque 
dans un tube en verre ferme par un bouchon a vis la reac- 
tion est effectuee pendant 48 heures a temperature 

25 ambiante . . . 

Les temoins prepares sur colonne de silice 

• ' a v 250 Ul d'ammoniaque pour les de- 

sont deproteges par 4 x M-J- 

- /4- - 4 x 1/2 h) . La solution ammo- 
crocher du support (t - 4 x i/z m ■ 

niacale est ensuite laissee 48 heures a temperature 
ambiante. Les solutions sont evaporees et analysees par 
chromatographie en phase inverse sur une colonne , C4. 5 urn 
de 25 cm. On applique un' gradient de 0 a 30, de B 
(Acetate de triethylammonium 25 mM. pH 7 et acetonitrile 
50%) dans A (Acetate de triethylammonium 25 mM. P H 7) en 
3 5 3 0 min . 
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_ Preparation dn compo se n' If — (figure 1 

Le compose n* 16 est synthetise suivant le 
meme protocole que le compose n* 12 avec des resultats 
semblables pour la detritylation. Ceci montre que la 
nature du bras espaceur infiue peu sur la syr.these 
chimique . 

_ Preparation du mmnnsp n' 17 (figure 10 
Le compose n' 16 est deprotege 48 heures a 
temperature ambiante dans 1 ' ammoniaque a 28% dans un 
flacon hermetiquement bouche. Le groupement. 

dimethoxytrityle est ensuite coupe par l'acide 
trichloroacetique a3%(3x3ml)et mesure pour verifier 
que 1' oligonucleotide est tou jours sur le support. 
EXEMPLE N* 5 : COPOLYMERISATXON D * OLIGONUCLEOTIDES - 
PYRROLE SUR DES MICROELECTRODES 

Une matrice de quatre electrodes representee a 
la figure 11a est realisee par inclusion de quatre fils 
de platine (1) (diametre 0,6 mm) dans un cylindre de 
verre (2) (diametre 5 mm x 10 mm de hauteur). Une des 
electrodes est utilisee comme contre-electrode (3). Ce 
systeme de matrice permet de fixer des oligonucleotides 
differents sur chaque point de la matrice. 

La matrice d* electrodes est plongee dans un 
recipient (4), ou est effectuee la reaction, et ou est 
egalement immergee une electrode de reference (5). 

Les 3 electrodes de travail sont 
success ivement recouvertes electrochimiquement par un 
copolymere compose de pyrrole et d' oligonucleotides 
capables de detecter par hybridation une mutation du 
codon 61 du gene ras H humain. Ces 3 oligonucleotides 
portant en 5 ' un groupe pyrrole sont les suivants : 
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5 • Pyr TCCTCCTGGCCGG 3 ' 
5 • Pyr TCCTCCAGGCCGG 3 ' 
5 ' Pyr TCCTCCCGGCCGG 3 ' 
Chaque oligonucleotide est copolymerise suc- 
cessivement sur chaque electrode dans les conditions 



- oligo normal 

- oligo mute A 

- oligo mute C 
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decrites dans 1 ' exemple 2. mais dans un volume 
reactionnel de 3 00 ul au lieu de 3 ml. 

Les vol tamper ogrammes obtenus sont representes 
sur la figure lib : (d) polymerisation sur la premiere 
5 electrode ; (2) polymerisation sur la deuxieme 
electrode ; (3) polymerisation sur la troisieme 
electrode) Ces vol tamper ogrammes sont tres reguliers et 
tres reproductibles aussi bien a charge reduite (2 a 
4.10" 4 C. courbes du haut) qu'a forte charge (1 a 
10 1/3. 10" 3 C. courbes du bas) . Dans ces conditions, 
6.10" 14 moles d' oligonucleotide sont fixees sur 0.3 mm 
(soit 18 pmoles/cm 2 ) pour une epaisseur de film de 0,1 urn 

(charge de 10" 4 C) . 

_ n4.t-gcr.ion d'une imitation pontuelle — dj_un. 

15 a ride nuc1°i^g oar hvhrida f i nr. sur une ma trice ^ points . 

Trois fragments d'acide nucleique d'une 
longueur de 51 nucleotides sont utilises afin de simuler 
les mutations ras H naturelles recherchees . 

Ces trois acides nucleiques ont pour 

20 sequence : 

- ras H normal : 

5 , CTGTTGGACATCCTGGAT GCCGGCCAGGAGGAGTACAGCGCCATGCGCGAC 3' 

- ras H mute T : 

5 ■ CTGTTGGACATCCTGGATGCCGGCCTGGAGGAGTACAGCGCCATGCGCGAC 3 * 

25 - ras H mute G : 

5 ' CTGTTGGACATCCTGGATGCCGGCCGGGAGGAGTACAGCGCCATGCGCGAC 3 * 

lis sont specif iquement reconnus par hybrida- 
tion avec les sondes fixees sur la matrice ; respective- 
ment oligo normal, oligo mute A, oligo mute C. 

30 La reaction d' hybridation est realisee a 25 "C 

durant 1 heure, dans un tampon phosphate 20 mM, pH 7.4, 
NaCl 300 mM. SDS 0.5% contenant 0.1 pmole d'acide 
nucleique a detecter. marque en 5' par du 32P. La matrice 
est ensuite lavee dans le meme tampon a 35 -C. La detec- 

3 5 tion est realisee par autoradiographie de la matrice sur 
un film photo. Dans ces conditions. 1 " hybridation de 
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I'acide nucleique cible n'a lieu que sur 1' electrode 
portant 1 ' oligonucleotide de sequence strictement 
complementaire ; aucune hybridation croisee n'est 
decelable . 

5 La detection specif ique d'une mutation ponc- 

tuelle est done possible grace a cette matrice. 
EXEMPLE 6 : UTILISATION D 1 ULTRA- MI CROELECTRODES . 

Un systeme represente a la figure 12 est 
compose de 10 electrodes d'or deposees sur une plaquette 

10 de verre ; la largeur des electrodes peut varier de 10 a 
100 |im et la longueur de la zone active (zone plongee 
dans la solution) est de 1 1 ordre de 2 mm. Un autre 
systeme a ete fabrique par depot selectif d'or sur un 
substrat isolant d'oxyde de silicium, puis isolation des 

15 connexions. Des matrices constitutes d' electrodes carrees 
de 25 a 200 |lm de cote sont ainsi obtenues . 

Dans les deux cas, la copolymerisation de 
pyrrole et d 1 oligonucleotide-pyrrole peut etre effectuee 
sur chaque electrode, selon le procede decrit dans 

20 l'exemple 5 et les films de polypyrrole obtenus sont de 
bonne qualite et leur epaisseur peut etre parfaitement 
maitrisee, comme decrit a 1 ' exemple 2. 

EXEMPLE 7 ; SYNTHESE IN SITU D • OLIGONUCLEOTIDES : 
DEPROTECT I ON ELECTROCHIMIQUE DE 5 1 -TTCTGAGG-3 1 

25 La synthese a ete conduite sur un support de 

polypyrrole amine (compose n* 8), portant un bras 
clivable pour les besoins de 1 1 analyse ulterieure de 
1 1 oligonucleotide forme . 
MODE OPERATOIRE : 

3 0 - Synthese de 5 1 -TTCTGAGG-3 • avec une etape de 

deprotection electrocliimiciue de 5 1 -TTCTGAGG-3 1 

L'amidite de thymidine introduit en position 
(5) a partir de 1 ' extremite 3 1 de 1 ' oligonucleotide est 
deprotege par application d'un potentiel de +1,1 V 

3 5 pendant 15 mn lorsque le groupement protecteur est le 
thiopixyle, ou de -1,3 V pendant 15 mn lorsque le 
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groupement protecteur est le groupement p-nitro-benzoyle . 
Les autres nucleosides sont introduits sous forme 
d'amidites trityles , et sont deproteges chimiquement , par 
detritylation par 1 ' acide trichloroacetic^. 
5 i) Prntecti <-m par" Tin groupement p-nitro- 

benzovle : 

Les e tapes de preparation du nucleoside 

protege sont illustrees par la figure 13. 

Synthase de la p-nitrobenzoyl thymidine 

10 (compose n* 21 : figure 13) 

La thymidine (2,42 g ; 10 mmoles) est sechee 
par coevaporation dans la pyridine, puis reprise par 200 
ml de pyridine anhydre et refroidie a 4'C. On ajoute le 
chlorure de p-nitrobenzoyle (2,04 g ; 11 mmoles). On 
laisse remonter la temperature et on laisse la reaction 
la nuit a temperature ambiante. La reaction est arretee 
par 5 ml de bicarbonate de sodium sature. Le melange 
reactionnel est concentre puis repris par 500 ml de 
chloroforme. La solution organique obtenue est lavee par 
2 x 500 ml de NaHC0 3 0,5 M puis 250 ml de NaCl sature. 
Les phases aqueuses sont contre-extraites par 100 ml de 
CHC1 3 . Les phases organiques sont evaporees . Le produit 
pur est obtenu par chroma tographie sur colonne de silice. 
II est elue par 5 % de methanol dans le chloroforme. 
25 R = 58 %. 

- Synthase de 1 • amidite de la 

p-nitrobenzoyl thymidine (compose n" 22 : figure 13) 

Le compose n' 21 (1.96 g ; 5 mmoles) et -le 
tetrazolate de diisopropylammonium (428 mg ; 2.5 mmole) 
sont seches par coevaporation a partir d'un solvant 
dichloromethane /acetonitrile anhydre. Ces reactifs sont 
repris par 25 ml de dichloromethane anhydre et on ajoute 
la bis-diisopropylaminocyanoethoxyphosphine (1.8 g ; 6 
mmoles). Apres 2 h de reaction (a 1 • abri de 1 ' oxygene et 
de l'humidite) le melange reactionnel est dilue par 250 
ml de dichloromethane et lave success ivement par 2 X 250 
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ml de bicarbonate de sodium 0,5 M et 250 ml de chlorure 
de sodium sature. La phase organique est evaporee . Le 
residu est repris par 10 ml de dichloromethane . Le 
produit (compose n # 22) est obtenu par precipitation dans 
5 l'hexane, puis seche sous vide et stocke sous argon. 
R = 84 %. 

2) Protection par un aroupement thiooixvle 
Les e tapes de preparation du nucleoside 
protege sont illustrees par la figure 14. 
10 - Synthase de la thi op ixyl thymidine (compose 

n* 23 : figure 14) 

La thymidine (2.42 g ; 10 mmoles) est sechee 
par coevaporation dans la pyridine, reprise par 100 ml de 
pyridine anhydre, refroidie a 4'C, et mise en reaction 

15 avec le chlorure de thiopixyle (3.4 g ; 11 mmoles). Apres 
remontee progressive de la temperature jusqu ' a la tempe- 
rature ambiante, on laisse la reaction s'effectuee penant 
une nuit (8 a 12 environ) . La reaction est stoppee par 
10 ml de NaHCC>3 . Le solvant est evapore, et le residu est 

20 repris par 250 ml de dichloromethane. La solution 
organique obtenue est extraite par 2 x 250 ml de NaHC0 3 
sature puis par 250 ml d'eau distillee. Les phases 
aqueuses sont contre-extraites par 100 ml de chloroforme. 
La phase organique est evaporee . Le produit est pur if ie 

2 5 sur colonne de silice avec 0,5 % de TEA ( trie thy lamine ) 

dans les solvants. II est enfin elue par 5 % de methanol 
dans le dichloromethane (+ 0,5 % TEA). R = 52%. 

- Synthese de 1 ' amidite de la 

thi op ixyl thymidine (compose n # 24, figure 14) 

3 0 Le compose n* 24 est prepare a partir du 

compose n* 23 (5 mmoles) suivant le meme mode operatoire 

que le compose n " 22. R = 78 %. 

3 ) Fixation du premier nucleoside 
Les etapes de cette fixation sont illustrees a 
3 5 la figure 15. 
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La synthese de cet oligonucleotide se fait sur 

A ^ nlaKne (3 x 10 mm) sur lequel on a 
un ruban de platme ^ , 

- -i ^<=> nvrrole et d' arnxnoetnyl 

copolymerise un melange de pyrroxe 

pyrrole (9:1). , . . 

5 L e premier nucleoside (position 1- extreme 

3') est couple sur 1 ■ amino ethyl pyrrole (compose n' 8) 
suivant les methodes decrites pour la f onctionnalisation 
des supports de silice [K. MIYOSHI et al. Nucleic Acids 
Res. ; 8. (22), 5473-5489 (1989) 1, . Partir d'un ester 
10 active N-isobutyryl 2 • -desoxyguanosine (compose n 
( figure 13a) . 

- i& (10 mo) est dissous dans 

Le compose n £o \ iu my i 

500 ill d'acetonitrile. On ajoute !• electrode de platine 

recouverte de polypyrrole f onctionnalise , et 1 Hi de 

15 triethylamine. La reaction est agitee m ecan iq uen,ent 

20 heures a temperature ambiante. L- electrode greffee 

• oc\ A c:t- retiree et lavee abondamment par ae 
(compose n 26) est retiree, cv. 

1-acetonitrile puis par du dichlorome thane . ^ 

Les fonctions amine n'ayant pas reagi sont 
20 bloquees a 1 ' anhydride acetique (10 % dans 500 Hi de 
pyridine) pendant 6 heures. L- electrode greffee est lavee 
a la pyridine et. au methanol puis sechee. 

4) c y^o*- de v ^^rn^^^ (iTTCTGAGG 
L ' electrode greffee est placee dans une 
25 colonne-OPC® videe (APPLIED BIOSYSTEMS) . Le remplissage 
est termine par des copeaux de teflon afin de mimmiser 
le volume residual. Les nucleosides en position 2, 3, et 

les orescriptions du fabncant 
4 sont a^outes suivant les preset j-jju 

(APPLIED BIOSYSTEMS) pour le "cycle 1 Mnole" sur le 
30 synthetiseur 381A. La deprotection chimique du groupe 
dimethoxytrityle entre chaque etape est realisee par le 
TCA dans le dichlorome thane dans les conditions 

recommandees par le fabricant. 

L'amidite en position 5 (compose n 22 ou 
35 compose n' 24) est couple suivant la meme methode que les 

. . -i 1 mm On 



amidites normaux avec un temps de couplage de 1 mn. 
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procede a 1 1 oxydation de la liaison phosphite triester 
creee, et au capping suivant le mode operatoire 
classique. L ' electrode est sortie, de la colonne et on 
procede a la deprotection electrochimique. 
5 Si on utilise le compose n* 22 le groupement 

p-nitrobenzoyle est coupe en plongeant 1' electrode dans 
1 ' electrolyte suivant : tetrabutylammonium perchlorate 
0,1 M dans le methanol, et en appliquant un potentiel de 

-1,3 V pendant 15 mn. 

10 Si on utilise le compose n' 24 le thiopixyle- 

est coupe en appliquant un potentiel de +1,1 V pendant 
15 mn, 1 1 electrolyte etant du tetrabutylammonium 
perchlorate 0,1 M dans 1 1 acetonitrile . 

Dans les deux cas, apres coupure du groupement 

15 protecteur du nucleosite T en position 5', 1 ' electrode 
est replacee dans la colonne avec les copeaux de teflon, 
et la synthese est poursuivie en ajoutant successivement 
les amidites C (position 6), T (position 7), T (position 
8) . 

20 Quand la synthese est terminee 

1 ' oligonucleotide est coupe du support : 1' electrode est 
traicee par 4 x 500 |ll d'ammoniaque a 28 % en flacon 
bouche pendant 4 x 1/2 h. Les 4 fractions sont regroupees 
dans un flacon WHEATON, de 4 ml bouche, et laissees 16 h 

2 5 a 55 *C pour deproteger 1 ' oligonucleotide . 

Apres coevaporation en presence de TEA, un 
aliquot (1/lOOeme) de 1 ' oligonucleotide obtenu est marque 
en 5 1 par du 32P en presence de polynucleotide kinase 
puis analyse par electrophorese sur gel de 

3 0 polyacrylamide. L' analyse par electrophorese sur gel 

d'acrylamide montre la presence du produit desire (8 
mere) ainsi que 1* absence de 1 ' oligonucleotide (5 mere) 
dont la presence indiquerait une mauvaise deprotection 
electrochimique de 1 ' amidite de thymidine. 
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P T^TENPI C AT I ON S 

1) Copolymere. caracterise en ce qu'il repond 
a la formule generale (I) suivante : 

-[A-] x -[A]y- 

l (I) 
[!B]z 

dans laquelle 1' unite A represente un rnonomere 
d-un polvmere conducteur electronic^ , 1' unite B repre- 
sente un" nucleotide, un oligonucleotide ou un de leurs 
analogues, x. y et , represented des nombres enters 
egaux ou superieurs a 1. ou y peut etre egal a 0. et I 
15 represente une liaison covalente. ou un bras 

2) Copolymere selon la revendication 1. carac 
terise en ce que A represente une unite rnonomere d'un PCE 
choisi dans le groupe comprenant le polyacetylene la 
polyazine. le poly (p-phenylene) . le 
20 vinylene). le polypyrene. le la 
polythiophene. le polyfuranne. le polyselenophene . la 

polypyridazine. le polycarbazole . la P" 1 ^"*^ 

3) Copolymere selon la revendxcatxon 2. carac 

terise en ce que A est une unite pyrrole. 

4) Copolymere selon 1 1 une quelconque des 

1 k i caracterise en ce que le rapport 
revendications 1 a 3, caractei^ 

x/y est compris entre 1/5 et 1/100.000 

5) Copolymere selon 1'une quelconque des 

^ • -i x a caracterise en ce que l j-<=^ 

revendi cat ions 1 a v , Laxa '' u 

30 un bras espaceur repondant a la formule suivante : 

- Rl - [ ( CH 2 ) n -R 2 1 x- t CH 2 > m" R 3 1 y" < CH 2 ] P - 
dans laquelle : 

-n est un nombre entier de 1 a 10 ; 

-m est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 a 10 ; 
-p est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 a 10 ; 
-x est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 a 8 ; 
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-y est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 a 8 ; 

~ R 1' R 2 et R 3 peuvent etre identiques ou differents 

representent : 

CH2; O; S; NR' ; GO; CH=CH ; NR'CO; CONR 1 ; NHS0 2 ; 
5 O 

I! 

- O - P - O - 
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OR' 

10 ou R' represente un atome d'hydrogene ou une chaine 

alkyle en a C^2- 

6) Procede de preparation d'un copolymere de 
formule generale (I) selon une quelconque des revendica- 
tions 1 a 5, caracterise en ce qu'il comprend au mo ins 
15 les etapes suivantes : 

- une premiere etape, au cours de laquelle on 
procede a la preparation d'un copolymere de formule gene- 
rale (II) : 

20 " [A*] X -[A]y " (ID 

dans laquelle A, x et y sont tels que definis 
dans la revendication 1, et A* represente A fonctionna- 

1* * 
lse . 

2 5 - une deuxieme etape au cours de laquelle "on 

procede a la fixation, sur le polymere de formule. (II) 
d'au moins un groupe de formule generale (III) : 



l*-[B] z dm 



dans laquelle B et z sont tels que definis 
precedemment et I* est un bras active capable de se lier a 
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7) Procede selon la revendication 6, caracte- 
rise en ce que 1' etape de preparation du copolymere de 
formule generale (ID et/ou l'etape de fixation du groupe 
de formule generale (III) sent effectuees par reaction 

electrochimique. 

8) Procede de preparation d'un copolymere de 

formule generale (I) selon l'une quelconque des revendi- 
cations 1 a 5. caracterise en ce qu'il comprend au morns 

les etapes suivantes : 

- une etape a) au cours de laquelle on procede - • 

a la preparation du compose de formule generale (IV) : 

[A] 

I (IV) 

[t] z 

dans lequel A, B. z. et I sent tels que 

definis ci-dessus, 

- une etape b) au cours de laquelle on procede 

a la copolymerisation du compose (IV) avec le monomere A. 

9) Procede selon la revendication 8, caracte 
rise en ce que l'etape b) . est effectuee par copo- 
lymerisation electrochimique du compose (IV) avec les 

25 monomer es A. 

10) Procede selon l'une quelconque des reven- 
dications 6 a 9, caracterise en ce que l'on procede en 
outre a 1 ■ elongation de B z . en plusieurs etapes succes- 
ses, chacune de ces etapes etant constituee par la 
fixation d'un ou plusieurs unites B. 

11) Procede selon la revendication 10. carac- 
terise en ce que 1 ' elongation de B 2 fait intervenir une 
suite de reactions electrochimiques . 

12) Procede selon une quelconque des revendi- 
cations 1. 9 ou 11. caracterise en ce qu'il est mis en 
oeuvre a la surface d'une electrode. 
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13) Utilisation d'un polymere conducteur elec- 
tronique come support pour la fixation par liaison cova- 
lente, d'au mo ins un nucleotide, ou d'au mo ins un oligo- 
nucleotide . 

5 14) Utilisation d'un copolymere selon I'une 

quelconque des revendication 1 a 5 comme support de syn- 
thase polynucleotidique . 

15) Utilisation d'un copolymere selon 1 1 une 
quelconque des revendication 1 a 5 comme support 

10 d' hybridation d'acides nucleiques. 

16) Electrode, caracterisee en ce que sa sur- 
face es t constitute par un revetement comprenant un copo- 
lymere de formule (I) selon l'une quelconque des revendi- 
cations 1 a 5 . 

15 17) Dispositif utilisable pour des reactions 

de synthese et d 1 hybridation d'acides nucleiques, carac- 
terise en ce qu'il comprend une ou plusieurs electrodes 
selon la revendication 16, lesquelles electrodes peuvent 
etre identiques ou differentes. 

20 18) Dispositif selon la revendication 17, 

caracterise en ce qu'il comprend plusieurs electrodes, 
dont au moins deux portent chacune un groupe Bz 
different . 



